











































ABC, ATP-binding cassette  
BCRP, breast cancer resistance protein  
CYP, cytochrome P450 
ELISA, enzyme linked immune sorbent assay 
γ-GTP, gamma-glutamyl transpeptidase  
FT, fourier transform 
HPLC, high performance liquid chromatography  
IT, ion trap 
LC–MS, liquid chromatography–mass spectrometry  
LC–MS/MS, liquid chromatography–tandem mass spectrometry  
LLOQ, lowest limit of quantification 
LQ, limit of quantification 
MDR, multidrug resistance protein  
MRI, magnetic resonance imaging 
MRM, multiple reaction monitoring  
MRP, multidrug resistance-associated protein  
N.D., not detectable 
OAT, organic anion transporter 
OATP, organic anion transporting polypeptide 
PET, positron emission tomography 
SLC, solute carrier 
SPECT, single photon emission computed tomography 
TEER, trans epithelial electric resistance 
TOF,time of flight 
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第 1 章 緒言 
 
第 1 節 経肺吸入におけるヒト肺の吸収メカニズム解明の必要性 
 



























管 (Trachea)、気管支 (Bronchi) を経て肺胞 (Alveoli) に到達する (Fig.1-1) 。ヒトの肺
胞の数は約 3-6 億と推定され、その総表面積は 43-102 m2 (成人男性) にも達し (Yu et al., 
1997)、これは粘膜の微絨毛を考慮した小腸における表面積の 22-52% に匹敵する。ガ
ス交換は I 型肺胞上皮細胞を通して行われるが、その管腔内から毛細血管内の厚さは非
常に薄く 0.1-1 µm に過ぎない (Wearley, 1991, Patton et al. 2007) (Fig. 1-2) 。これは小腸
上皮の約 40 µm と比較して極めて薄く、蛋白質分解酵素の含量が消化管と比べて少ない
ことも知られている。これらの組織学的特徴から、肺がガス交換のみならず、薬物の吸
収部位としても有用な標的臓器であると考えられる。 




よって肺に吸収されることを示した (Schanker et al., 1983) 。しかし、脂溶性薬物でも水
溶性薬物と比較して肺における膜透過が劣る薬物もあることが報告されている (Forbes 
et al., 2005) ことから、肺移行性予測は単純受動拡散だけでは説明できない。 
薬物トランスポーターは、多くの薬物、生体異物及び内因性物質の吸収、分布及び排
泄に重要な役割を果たしていることが知られている (Mizuno et al., 2003; Lewis, 2004; 
Tsuji., 2006; Shitara et al., 2006; Ohtsuki et al., 2007) 。これまでに、薬物トランスポーター
研究は血液脳関門、肝臓、腎臓及び小腸において重点的に研究されてきたが、肺におい
てこれらの薬物トランスポーターが経肺吸入薬の吸収や排泄にどの程度関与している
かについて明らかになっていないのが現状である (Boquillon, 2010, Patton et al., 2010) 。
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一方、最近の研究で肺疾患の治療に用いられる Budesonide、Ciclesonide 及び Fulticasone
などのコルチコステロイドや Albuterol、Salubtamol 及び Formoterol などの ß2-作動薬、
さらに Ipratropium や Tiotropium などの抗コリン薬が肺に発現している薬物トランスポ
ーターの基質になることが報告されている (Bosquillon, 2010; Nakanishi et al., 2011) 。つ
まり、経肺吸入薬の肺組織への移行や全身循環に薬物トランスポーターが重要な役割を























Fig.1-1 Anatomy of human lung  
 
 
                                           (Patton et al., 2007 より引用) 




(Patton et al., 2010 を一部改変) 
Fig.1-3 General concept of aerosol drug deposition, dissolution,and absorption for local 


















第 3 節 肺における薬物トランスポーター発現量研究の現状 
 
現在、positron emission tomography (PET), single photon emission computed tomography 
(SPECT) 及び magnetic resonance imaging (MRI) などのイメージング技術の発展によっ
て、ヒトにおける薬物トランスポーターの輸送機能を定量的に評価することが可能にな
った。これまでに、P-gp、MRP2、MRP3、OATP1A2、OATP1B1 及び OATP1B3 につい
てプローブが合成可能となり、肝臓、腎臓、小腸及び BBB (血液脳関門) など薬物動態
に重要な臓器におけるこれら薬物トランスポーターの機能が定量的に評価されてきた 
(Kusuhara et al., 2009) 。しかし、これら以外の薬物トランスポーターについては合成可
能なプローブが存在しないため、ヒトにおける輸送機能は不明なままである。従って、




ATP-binding cassette (ABC) transporter 
Multi resistance-associated protein (MRP) の中で、western blotting の結果から、タンパ
ク質レベルで MRP1 は肺で比較的発現が高いことが報告されている (Flens et al., 1996; 
Bre´chot et al., 1998; Scheffer et al., 2002) 。また、免疫組織化学的手法の結果から、肺上
皮の基底膜側での発現が報告されており、生体外異物を管腔から間質液へ排出している
ことが知られている (Wijnholds et al.,1998) 。その他、RT-PCR の結果から、mRNA レ
ベルで MRP5 は比較的高発現であり、MRP6 及び MRP7 は中程度の発現が観察されたも
のの、MRP2、MRP3、MRP4、MRP8 及び MRP9 は低発現あるいは検出限界未満であっ
たことが報告されている (Kool et al., 1997; Langmann et al., 2003) 。 
MDR1 は体内のあらゆる組織に発現しており、体内から生体異物を排出する役割を担




ことが報告されており (Tatsuta et al., 1992; Gatmaitan et al., 1993; Hunter et al., 1993)、正
常肺組織においても mRNA レベルで発現が報告されている (Langmann et al., 2003; 
Bleasby et al.,2006) 。興味深いことに、 MDR1 の基質として知られている 99mTc-sestamibi
は、非喫煙者と比較して喫煙者では薬剤投与後の肺からの消失率が促進されたことから、
喫煙による MDR1 の発現誘導の可能性が示唆されており (Ruparelia et al.,2008)、喫煙に
よって MDR1 の基質の薬物動態が影響される可能性を示している。 
BCRP は、肺がんなどの多くの腫瘍に高い発現が認められており、Topotecan、
Methotrexate 及び Mitoxantrone など多様な抗癌剤を基質とすることから、抗癌剤の薬剤
耐性に重要である。BCRP は腫瘍のみならず、小腸上皮細胞、肝実質細胞、腎近位尿細
管及び脳血管内皮細胞でも高い発現が認められることから、薬剤の消化管吸収、胆汁及
び尿中への排泄、脳移行性への関与が注目されている (Robey et al., 2009) 。肺いおいて
はmRNAレベルで、BCRPの発現が認められなかったという報告 (Doyle et al., 1998) と、
発現が認められたもののその発現量は低いレベルであったという報告(Fetsch et al., 
2006) がある。一方で、Bleasby らは、マイクロアレイの結果からヒト肺において高い
発現が認められたことを報告している (Bleasby et al., 2006) 。このように BCRP の
mRNA 発現量については相反する報告がされている。 
 
Organic cation (OCT) transporter and organic cation/carnitine (OCTN) transporter  
OCT 及び OCTN は有機カチオンの取り込みに関与する薬物トランスポーターである
ことが知られている。Horvath らは、正常ヒト気管支細胞を用いた in vitro の系で、
Salbutamol及びFormoterolはOCT及びOCTNのモデル基質であ(4-(4-dimethylaminostyryl) 
-N-methylpyridium; ASP) の取り込みを阻害していたことを報告している (Horvath et al., 
2007a) 。また、Formoterol は OCT の基質になることが気管支平滑筋細胞を用いた研究
から示唆されている (Horvath et al., 2007b) 。さらに、気管支喘息や COPD の治療に用
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いられる抗コリン薬である Ipratropium は、転移性腎細胞株 (Caki-1) を用いた実験で
OCTN の基質である L-carnitine の取り込みを阻害することが報告されている (Glube et 
al., 2007) 。また、Nakamura らは OCTN1 及び OCTN2 の発現細胞を用いて Ipratropium
は OCTN の基質になることを示唆している (Nakamura et al., 2010) 。従って、OCT 及び
OCTN は経肺吸入薬の吸収に影響を与える可能性がある。発現量について、Lips らは
RT-PCR 及び western blotting の結果から、ヒト気管上皮及び気管支上皮においては、
OCT1 及び OCT2 と比較すると、OCT3 は発現量が低かったこと、OCTN1 及び OCTN2
は発現していなかったことを報告している (Lips et al., 2005) 。一方、Bleasby らは、
mRNA レベルでヒト肺組織中の薬物トランスポーター発現量を解析した結果、OCT3 は
OCT1と同程度発現しているもののOCT2の発現量は低発現であり、OCTN1及びOCTN2
の発現量はいずれも高いことを報告している (Bleasby et al., 2006) 。このように部位は
異なるものの、OCT 及び OCTN の発現量についても BCRP と同様に相反する報告がさ
れている。 
 
Organic anion transporter (OAT) and organic anion transporting polypeptides (OATP)  
OATファミリーは有機アニオン系薬剤の尿細管細胞への取り込みに大きく寄与して
いると考えられている。肺における発現に関しては、BosquillonらはmRNAレベルでは
発現が認められなかった (Bosquillon et al., 2010) としているが、Bleasbyらはマイクロア
レイの結果、OAT2の発現量は比較的高発現であることを報告している (Bleasby et al., 
2006) 。 
OATP1B1 や OATP1B3 は肝臓で発現していること、OATP1A2 や OATP2B1 は小腸を
はじめ様々な臓器で発現していることなどが報告されている (Shitara et al., 2005; Poirier 
et al., 2007) 。肺での発現量については、Endter らがマイクロアレイの結果、OATP3A1
や OATP4A1 が mRNA レベルで高発現であること、OATP1B1 や OATP1C1 は発現して
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いないことを報告している (Endter et al., 2009) が、肺におけるこれらの薬物トランスポ
ーターについてはほとんど研究が進んでいない。 
 
Peptide transporters (PEPT)  
Penicillin 及び Cephalosporin のような抗生物質、Valacyclovir 及び Valganciclovir のよ
うな抗ウイルス薬は PEPT1及び PEPT2の基質になる (Groneberg et al., 2002) ことから、
これら肺感染症治療薬の吸収に関わる可能性がある。これまでに、mRNA レベルで
PEPT2の発現量はPEPT1と比較して高いことが報告されている (Bleasby et al., 2006) が、

























現量が相関しないことが知られている (Ideker et al., 2001; Chen et al., 2002; Ohtsuki et al., 
2012) 。また、mRNAと比較してタンパク質発現量の方が活性と良い相関があることが
報告されている。例えば、ヒト肝臓サンプルにおいて、CYP3A4のタンパク質発現量は
その活性と良好な相関が得られたが、mRNA発現量とは相関が得られなかった (Sy SK 
et al., 2002) 。同様に、ヒト小腸サンプルにおけるCYP2E1においてもタンパク質発現量
と活性の相関に比べると、mRNAと活性の相関は良くなかった (Hayashi et al., 2011) 。
これら以外にもNa＋/glucose cotransporter 1, CYP2D6及びβ-secretaseなど、機能性タンパク
質のタンパク質発現量は、活性と相関することが報告されている (Dyer et al., 1997; 
Fukumoto et al., 2002; Langenfeld et al., 2009) 。さらに、mRNAではターゲット分子をハ
ウスキーピング遺伝子で補正することによって定量値を算出するが、両者の間で増幅効





 肺は解剖学的に気管 (Trachea)、気管支 (Bronchi) 及び肺胞 (Alveoli) に大別すること
ができ、上皮細胞の構成は部位毎に異なる。例えば、気管上皮は Ciliated cell、Goblet cell





















り (Zhang et al., 1998)、様々な薬物の吸収や排泄に重要な役割を果たす可能性が示され
ている。例えば、ラット肝臓では雌と比較して雄で Ntcp のタンパク質発現量が 2 倍高
発現であり、ラット肝細胞における取り込み最大速度であるVmaxは雄 (141 ± 10 pmol/µg 
DNA/sec) の方が雌 (76 ±10 pmol/µg DNA/sec) よりも高かった (Simon et al., 1999) 。ヒ
トにおいては肝臓の P-gp のタンパク質発現量が女性と比較して男性の方が 2 倍高発現
であったことが報告されている (Schuetz et al. 1995) 。このことから、P-gp の基質はそ
の薬効や毒性に雌雄差が影響する可能性がある。また、個体差については、ヒト肝臓に
おける CYP1A2, 2A6, 2C19 及び 3A4 のタンパク質発現量には、20 倍以上の個人差があ
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ることが報告されている (Kawakami et al., 2011) 。さらに、薬物トランスポーターにお
いては、肝臓膜画分における MRP2 のタンパク質発現量に 6 倍の個人差があること (Li 
et al., 2009)、脳毛細血管において EAAT1 のタンパク質発現量で最大の 4.24 倍の個人間






初代肺上皮細胞の単離法及び培養法については既に確立されており (Suda et al., 
1995; Mathias et al., 1995; Oreffo et al., 1999)、薬物吸収の検討には最も適していると考え
られている。しかし、一般的に初代肺上皮細胞は単離過程が煩雑あること、また高価で
あることから癌化した、あるいは不死化した肺モデル細胞の使用が求められている。事
実、初代気管/気管支細胞は生物薬剤学的目的ではほとんど使用されていない (Forbes et 




るが、Caco-2 が消化管吸収を評価する際に Gold standard であることと比較して、初代
肺上皮細胞のモデルとして、どの肺モデル細胞が最も適しているかについてのコンセン


































第 5 節 肺における薬物トランスポーターのタンパク質発現量解明に向けた標的プロ
テオミクスの必要性 
 
プロテオミクスのアプローチとしては、enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) の
ような Ligand-biding assay (Wawrzynczak et al., 1992; Damen et al., 2009; Junttila et al., 
2010) あるいは、Radio immunoassay 及び immunofluorescence (Williams et al., 1985; 
Rebello et al., 2002) のような免疫学的測定法が Gold standard として用いられてきた。特
に ELISA 法は高感度かつハイスループットな定量法として用いられてきたが、特異的
な抗体の作製を必要とする。一般的に抗体作製から ELISA 測定法のバリデーションま
でに約 5 カ月を必要とする (Hagman et al., 2008) 。また、酵母タンパク質のプロテオー
ム研究では，あるポリクローナル抗体は約 1700 ものタンパク質と反応したとの報告が
ある (Michaud et al., 2003) 。さらに、soluble epidermal growth factor receptor (sErbB1) の
定量において，キットにより約 1,000 倍以上定量値が異なることが観察された (Baron et 
al., 2001) ことから、交差性及び特異性についても考慮する必要がある。 
一方、liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) は ELISA 法に代わ















るTime of Flight (TOF) あるいは 荷電粒子を限られた空間に長時間閉じ込め、その回転
速度である周波数を測定し、フーリエ変換して通常のマススペクトルを得るIon trap (IT) 
/ Fourier transform (FT) 型質量分析計が広く用いられている。これらは、分解能が高い
ことから狭雑ピークの影響を極力軽減した定量が可能となる。しかしながら、ダイナミ
ックレンジは狭く、その定量性については劣るとされてきた。本研究では、三連四重極








を持つfragment ionを通過させる (Fig.1-4) 。つまりprecusor ion及びfragment ionの2回の
フィルターによってノイズを大幅に減らすことが可能になる。MRM/SRMモードは測定
できる質量レンジに制限がある (m/zとして1,000前後までのイオン) ため、標的タンパ











質配列を使用することで定量に最適なペプチドを選択する手法を開発した (Kamiie et 
al., 2008) 。この手法を用いることで、これまでにMRM/SRMによる定量的プロテオミク
スを用いて、脳毛細血管、肝臓、腎臓及び血小板における薬物トランスポーターや薬物
代謝酵素(cytochrome P450; CYPやUDP-glucuronosyltransferase; UGT) の発現量プロファ
イルが明らかにされてきた (Kamiie et al., 2008; Ito et al., 2011; Kawakami et al., 2011; 







































ことで、得られた測定値の妥当性を明らかにすることを目的とした (第 2 章) 。また、
肺において不明であった薬物トランスポーターのタンパク質発現量を評価することで、
肺への吸収及び全身循環に重要な薬物トランスポーターを同定するとともに、その部位































ならびに合否の判定基準方法は、2001年にUS Food and Drug Administration (FDA) が発
行したガイダンス「Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation」及び2011年に





ている。例えば、LiらはBCRP及びBSEPの定量法 (Li et al., 2009)、FallonらはUGT1A1





































2-2-1   直線性 
 
21種類のペプチド (8CYPs, 3UGTs, 8TPs及び2Markers) を同時定量した際の直線性を
評価した (Fig.2-1,Table 2-1) 。評価した検量線範囲は 1-50 fmol/assay (CYP1A2, CYP2B6, 
CYP2C9, CYP2C19, CTP2D6, CYP3A4, CYP3A43, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, 
MDR1, BCRP, NTCP 及び Na+/K+ATPase) 及び 2-100 fmol/assay (CYP2C8, UGT1A1, 




2-2-2   標準サンプルにおける再現性 
 
マトリックス非存在下における繰り返し再現性を評価するために、異なる 3濃度：2.5、
10 及び 40 fmol/assay (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CTP2D6, CYP3A4, 
CYP3A43, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, MDR1, BCRP, NTCP 及び Na+/K+ATPase) 及
び 5、20 及び 80 fmol/assay (CYP2C8, UGT1A1, UGT1A1 variant, UGT2B7, MRP2, OCT1
及び γ-gtp) を用いて評価した。それぞれの濃度サンプルについて計 10 回繰り返し測定
した際の真度及び精度を評価した (Table 2-2)。その結果、真度については-6.7 から 15.3%
の範囲であり、精度については 15.9%以内であった。 
 





2.5fmol/assay (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CTP2D6, CYP3A4, CYP3A43, 
OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, MDR1, BCRP, NTCP 及び Na+/K+ATPase) 及び 5 
fmol/assay (CYP2C8, UGT1A1, UGT1A1 variant, UGT2B7, MRP2, OCT1及び γ-gtp) にヒト
肝臓由来のマトリックスを添加し調製したサンプルを計 9 回繰り返し測定した際の真
度及び精度を評価した (Table 2-3) 。その結果、真度については-15.3 から 8.1%の範囲で
あり、精度については 18.9%以内であった。 
 
2-2-3   サンプルの安定性 
 
ヒト肝臓由来のサンプルを用いて、-20℃で 32 日間保存、3 回の凍結融解、オートサ
ンプラー内 (4℃) で 7 日間保存した後の安定性を評価した (Table 2-4) 。その結果、
-20℃で 32 日間保存で初期値からの変動は-13.9 から 5.1%、3 回の凍結融解した後の変
動は-4.0 から 7.2%、オートサンプラー内 (4℃) で 7 日間保存した後の変動は-0.7 から
19.6%の範囲であった。 
 
2-2-4   サンプル測定値のサイト間比較 
 
  クロスバリデーションを実施するため、異なる 3 濃度：2.5、10 及び 40 fmol/assay 
(CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CTP2D6, CYP3A4, CYP3A43, OATP1B1, 
OATP1B3, OATP2B1, MDR1, BCRP, NTCP 及び Na+/K+ATPase) 及び 5、20 及び 80 
fmol/assay (CYP2C8, UGT1A1, UGT1A1 variant, UGT2B7, MRP2, OCT1及び γ-gtp) のサン
プルを調製し、異なる 2 つの試験サイトでその測定値の差を評価した (Table 2-5) 。そ















度 (accuracy) 及び精度 (precision) はそれぞれ±15%以内 (Lower limit of quantification 




パク質測定を対象とした ligand-binding assay である ELISA 法の基準についても言及し
ており、真度 (accuracy) 及び精度 (precision) はそれぞれ±20%以内を基準と定めている。
このことから、LC-MS/MS を用いたタンパク質定量法は ELISA 法の基準を満たすもの
であり、信頼性及び頑健性に優れたタンパク質測定法であると考えられた。 
安定性は、測定サンプルの品質に影響を与える重要な因子である。本研究ではトリプ
シン消化後のペプチドにおいて、-20C˚で約 30 日間、オートサンプラー内 (10 C˚)で 7
日間の安定性が確認された。通常、タンパク質は-20 C˚存在下では degradation すること
が知られていることから、トリプシン消化することでその安定性が保たれることが示唆
された。 






















に向上したToFまたはIT/FT型質量分析であるTripleToF5600 (AB Sciex, Foster City, CA, 
USA) やQ exactive (Thermo Scientific, Waltham, MASS, USA) が開発されている。従って、
これらの分解能に優れた質量分析装置を組み合わせることで、より高感度の測定が可能
になることが期待される。 





(約 5 カ月) を要する。LC-MS/MS を用いる手法は、短期間 (約 1 カ月) で定量系を確立
することができることから、標的とするタンパク質の発現量を早期に得ることが可能と
なる。また、ELISA 法は同時に多数のタンパク質を測定することができない。一方、
LC-MS/MS を用いる手法は質量分析装置の性能に依存するものの、一度に 37 分子のタ
ンパク質を測定することができる (QTRAP5500, AB Sciex 社の場合) 。つまり、非臨床
や臨床の早期段階において、より短期間での測定法樹立及び多数の標的タンパク質を評
価することが望まれている場合は、ELISA 法よりも LC-MS/MS の方が適していると考
えられる。さらに、本研究において、LC-MS/MS を用いたタンパク質定量法の信頼性は、
ELISA 法と比較して遜色のないものであることを初めて明らかにした。これらのことか




















Fig.2-1  Standard curves for absolute quantification of 8CYPs, 3UGTs, 8TPs, 2Markers 
isoforms. Peak area ratio are ratio of peak area of unlabeled peptide to that of stable 
isotope-labeled peptide. Each data point represents mean ± SD of tripricate data collected in 





Fig.2-1 (continued)  Standard curves for absolute quantification of 8CYPs, 3UGTs, 8TPs, 





Fig.2-1 (continued)  Standard curves for absolute quantification of 8CYPs, 3UGTs, 8TPs, 







Fig.2-1 (continued)  Standard curves for absolute quantification of 8CYPs, 3UGTs, 8TPs, 










Table 2-1  Linearity of calibration curves  
Protein r
2 Inaccuracy (%) slope intercept
CYP1A2 0.998 -15.2 0.956 0.00935
CYP2B6 0.996 8.6 0.938 0.00755
CYP2C8 0.992 8.0 1.031 0.00883
CYP2C9 0.997 -13.6 0.885 0.00813
CYP2C19 0.997 -9.8 1.187 0.01270
CYP2D6 0.997 -8.7 0.960 0.00818
CYP3A4 0.996 -6.9 0.903 -0.00508
CYP3A43 0.998 -11.6 0.891 -0.00078
UGT1A1 0.997 13.8 0.893 0.00168
UGT1A1_variant 0.997 15.1 0.892 0.00660
UGT2B7 0.992 -4.4 0.784 -0.01340
OATP1B1 0.998 -5.2 0.968 0.00898
OATP1B3 0.997 14.4 0.920 -0.00518
OATP2B1 0.999 -8.7 1.049 0.00765
MDR1 0.996 13.0 0.907 0.00113
MRP2 0.994 12.1 1.293 -0.00133
BCRP 0.996 16.3 0.845 -0.00038
NTCP 0.994 6.6 1.206 0.01443





 ATPase 0.996 -12.7 1.032 0.02010
γ-gtp 0.995 3.7 0.961 -0.00410  
The calibration curve was prepared from 1 to 50 fmol/sample (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, 





ATPase) or from 2 to 100 fmol/sample (CYP2C8, UGT1A1, UGT1A1 
variant, UGT2B7, MRP2, OCT1, and γ-gtp) with stable isotope-labeled peptide. Each data 
represents mean of three runs in four MRM channels. Each calibration curve was fitted by the 
equation y = a + bx (weighting function 1/x; a, intercept; b, slope). r
2








Table 2-2  Inter-assay inaccuracy and imprecision in standard solution 
Protein LQC MQC HQC LQC MQC HQC
CYP1A2 9.0 4.5 1.2 6.7 4.7 4.6
CYP2B6 8.2 5.1 2.7 9.9 5.8 4.4
CYP2C8 1.6 1.7 -2.3 15.9 13.1 5.5
CYP2C9 10.5 3.9 1.1 9.2 5.8 4.7
CYP2C19 -0.4 -0.5 -3.2 9.3 5.9 3.7
CYP2D6 10.1 2.1 0.2 8.0 5.7 3.6
CYP3A4 12.0 5.4 6.7 9.1 5.1 4.3
CYP3A43 9.1 2.3 0.1 8.9 5.6 4.3
UGT1A1 7.3 2.0 1.3 8.6 5.9 4.3
UGT1A1_variant 7.6 3.0 -1.7 8.0 4.6 3.6
UGT2B7 14.3 1.0 6.5 8.8 6.2 5.2
OATP1B1 1.1 1.5 -1.0 7.7 5.2 3.8
OATP1B3 12.7 5.7 4.3 5.8 4.5 4.8
OATP2B1 8.9 2.3 -1.6 9.2 5.6 3.2
MDR1 11.3 3.9 1.0 5.7 4.4 4.4
MRP2 11.5 2.1 1.3 7.5 3.9 3.2
BCRP 10.8 5.0 3.3 7.8 6.8 4.6
NTCP 1.7 1.9 -0.9 10.4 7.9 5.1





 ATPase 4.4 1.1 -1.3 12.2 8.4 9.9
γ-gtp 13.1 3.7 5.1 5.7 4.7 4.2
Inaccuracy (Deviation (%) ) Imprecision (CV (%) )
 
The test samples for interassay variability contain three different standard peptide samples 
(LQC, MQC, and HQC); 2.5, 10, or 40 fmol of standard peptide and 20 fmol internal standard 
peptide for CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, CYP3A43, 
OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, MDR1, BCRP, NTCP, and Na+/K+ ATPase; and 5, 20, or 
80 fmol of standard peptide and 40 fmol of internal standard peptide for CYP2C8, CYP2D6, 
CYP3A43, UGT1A1, UGT1A1 variant, UGT2B7, MRP2, OCT1, and γ-gtp. Each data point 




























CYP1A2 6.10 2.5 8.69 2.59 3.5 18.3
CYP2B6 0.83 2.5 3.48 2.65 6.1 9.6
CYP2C8 6.20 5.0 11.16 4.96 -0.9 9.9
CYP2C9 42.04 2.5 44.58 2.70 8.1 15.4
CYP2C19 0.57 2.5 3.23 2.67 6.6 11.3
CYP2D6 3.58 2.5 5.92 2.33 -6.7 8.9
CYP3A4 12.01 2.5 14.71 2.70 8.0 16.5
CYP3A43 0.47 2.5 2.62 2.16 -13.7 9.7
UGT1A1 8.67 5.0 13.71 5.04 0.8 14.4
UGT1A1_variant 0.23 5.0 5.27 5.04 0.8 12.2
UGT2B7 13.75 5.0 18.42 4.67 -6.6 9.8
OATP1B1 0.29 2.5 2.71 2.41 -3.4 9.2
OATP1B3 0.49 2.5 2.80 2.59 3.5 3.9
OATP2B1 0.50 2.5 2.87 2.37 -5.1 10.6
MDR1 0.63 2.5 2.96 2.33 -6.8 10.0
MRP2 1.01 5.0 5.59 4.57 -8.6 18.7
BCRP 0.30 2.5 2.64 2.34 -6.6 13.4
NTCP 0.51 2.5 2.63 2.12 -15.3 10.3





 ATPase 3.13 2.5 5.32 2.18 -12.7 18.9
γ-gtp 4.95 5.0 9.86 4.91 -1.8 11.0  
-33- 
 
The membrane fractions used as biological matrix were spiked with peptide standards of 2.5 fmol/sample (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, 




 ATPase) or 5 fmol/sample (CYP2C8, CYP2D6, CYP3A43, UGT1A1, 
UGT1A1_variant, UGT2B7, MRP2, OCT1 and γ-gtp) with internal standard peptide at 20 fmol/sample. As membrane fraction, microsomal fraction of 
human liver was used for CYPs and UGT, and plasma membrane of human liver was used for other membrane proteins including transporters. Definitions 
of inaccuracy and imprecision are described in materials and methods. 
a
The quantification values of each peptide from endogenous target protein in the membrane fraction without spiking standard peptide. 
b
The amount calculated by subtraction “Amount in membrane fraction” from “Amount in spiked sample”. 









Table 2-4  Stability of peptides for CYP enzymes, UGT enzymes and transporters 
Processed sample
Protein -20℃ for 32 days
Three cycles
of freeze-thaw
10℃ for 7 days
CYP1A2 4.9 6.5 16.5
CYP2B6 -12.7 5.4 6.8
CYP2C8 -11.2 -1.4 10.0
CYP2C9 5.1 -1.3 7.6
CYP2C19 -13.9 3.6 1.8
CYP2D6 -12.1 -4.0 1.1
CYP3A4 -1.3 -1.2 -0.7
CYP3A43 -5.0 2.3 8.9
UGT1A1 -2.7 -1.5 5.6
UGT1A1_variant -3.5 7.2 10.5
UGT2B7 2.8 -0.5 5.7
OATP1B1 -13.5 -1.8 1.8
OATP1B3 -13.5 -3.3 8.3
OATP2B1 -7.9 -3.4 3.8
MDR1 -0.3 -1.7 11.6
MRP2 -6.8 -0.9 0.0
BCRP -5.3 0.8 3.0
NTCP -6.9 0.0 7.6





 ATPase -4.7 1.3 1.6
γ-gtp 0.9 -3.4 19.6
Membrane fraction
Difference from initial (%)
 
The stability was evaluated by comparing the initial value with that at −20 °C for 32 days and 
after three freeze–thaw cycles in biological matrix, and under autosampler condition (10 °C for 








Table 2-5  Across site comparison of analytical values 
Protein LQC MQC HQC
CYP1A2 -1.0 -4.4 -2.1
CYP2B6 -2.9 -0.7 1.5
CYP2C8 -4.3 -4.8 -4.2
CYP2C9 -3.2 -5.1 -0.7
CYP2C19 -3.5 -0.1 -2.3
CYP2D6 -0.1 -0.5 -0.2
CYP3A4 0.1 7.2 10.5
CYP3A43 -2.7 -4.8 -5.7
UGT1A1 1.9 0.0 2.4
UGT1A1_variant -2.4 -4.5 -0.5
UGT2B7 1.2 0.7 1.4
OATP1B1 1.8 -0.7 -0.2
OATP1B3 -1.9 1.2 5.2
OATP2B1 -1.9 -0.5 -0.6
MDR1 -2.2 -1.0 4.3
MRP2 1.6 2.2 6.0
BCRP -3.3 0.4 3.0
NTCP -2.0 -2.2 -1.5





 ATPase 0.6 -1.6 -2.9
γ-gtp -0.7 5.7 7.6
Difference between 2 sites (%)
 
The test samples for across site comparison contain three different standard peptide samples 
(LQC, MQC, and HQC); 2.5, 10, or 40 fmol of standard peptide and 20 fmol internal standard 
peptide for CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, CYP3A43, 
OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, MDR1, BCRP, NTCP, and Na+/K+ ATPase; and 5, 20, or 
80 fmol of standard peptide and 40 fmol of internal standard peptide for CYP2C8, CYP2D6, 
CYP3A43, UGT1A1, UGT1A1 variant, UGT2B7, MRP2, OCT1, and γ-gtp. Each data point 
represents the mean of one run (n = 6) in four MRM channels. Difference between 2 sites was 
calculated by following formula. 
Difference between 2 sites (%) = (Lab A – Lab B) / [(Lab A + Lab B) / 2] x 100  
Lab A : found values in Laboratory A  Lab B : found values in Laboratory B 
-36- 
 








(Gonda, 2000; Sanjar et al., 2001; Siekmeier et al., 2009; Noymer et al., 2011) 。薬物トラン
スポーターは薬物の分布、生体異物の排泄などに関与していることから、標的部位にお
ける薬物の動態に影響することが知られている (Mizuno et al., 2003; Tsuji, 2006; Shitara 
et al., 2006; Ohtsuki et al., 2007) 。これまでに、薬物トランスポーター研究は血液脳関門、
肝臓、腎臓及び小腸において重点的に研究されてきたが、肺における薬物トランスポ
ーターの役割については不明な点が多い (Boquillon, 2010, Patton et al., 2010) 。 






薬物トランスポーターの mRNA 発現量に関する報告があるが、16HBE14o-、Calu-3 及
び A549 など肺モデル細胞に偏っている (Forbes et al., 2005; Sporty et al., 2008) 。これら
の細胞種は癌化及び不死化されたものであり、生体における薬物トランスポーターの発
現量を正確に反映しているかについては不明である。事実、MDR1 の mRNA 発現量は
































3-2-1   ヒト肺組織における薬物トランスポーターのタンパク質発現量解析 
 
7 名のドナー (男性 3 名、女性 4 名) から得た肺組織 (Table 3-1) における 32 種類の
薬物トランスポーターのタンパク質発現量を評価した (Table 3-4, Figure 3-1) 。また、評






及び BCRP が検出され、MRP1 が最も高発現であった (1.41 ± 0.41 fmol/µg protein) 。SLC
トランスポーターの中では OCT1、OCT2、OCTN1、OAT2、OAT3、OAT4 及び PEPT2
が検出され、OCTN1 が最も高発現であった (2.08 ± 1.19 fmol/µg protein) 。SLCO トラン
スポーターの中ではOATP1A2、OATP1B3、OATP2B1及び PGT (OATP2A1) が検出され、
PGT が最も高発現であった (0.745 ± 0.428 fmol/µg protein) 。 
性差については、MRP3、MRP5、MRP8、OCT1 及び OCTN1 について男性よりも女
性の方がタンパク質発現量の平均値は 2 倍以上高く、特に MRP8 は女性の方が 7.32 倍
高かった  (Table 3-4) 。 
 
 
3-2-2   ヒト初代肺上皮細胞における薬物トランスポーターのタンパク質発現量解析 
 




 気管上皮細胞では測定した 32 種類の薬物トランスポーターの中で 9 分子の発現が検
出され定量された (Table 3-5, Fig. 3-1) 。ABCトランスポーターの中ではMRP1、MRP4、
MRP5 及び MRP6 が検出され、MRP1 が最も高発現であった (0.488 ± 0.193 fmol/µg 
protein) 。SLC トランスポーターの中では OCT1、OCT2 及び OCTN1 が検出され、OCTN1
が最も高発現であった (1.40 ± 0.35 fmol/µg protein) 。SLCO トランスポーターの中では
OATP1B3 及び OATP2B1 が検出された。 
気管支上皮細胞では測定した 32種類の薬物トランスポーターの中で 14分子の発現が
検出され定量された (Table 3-6, Fig. 3-1) 。ABCトランスポーターの中ではMRP1、MRP2、
MRP3、MRP4、MRP5、MRP6 及び BCRP が検出され、MRP1 が最も高発現であった (4.07 
± 3.37 fmol/µg protein) 。SLC トランスポーターの中では OCT1、OCT2、OCTN1、OAT3
及び PEPT2 が検出され、OCTN1 が最も高発現であった (2.01 ± 0.35 fmol/µg protein) 。
SLCO トランスポーターの中では OATP1B3 及び OATP2B1 が検出された。 
肺胞上皮細胞では測定した 32 種類の薬物トランスポーターの中で 8 分子の発現が検
出され定量された (Table 3-7, Fig. 3-1) 。ABC トランスポーターの中では MDR1、MRP1、
MRP4、MRP5 及び MRP6 が検出され、MRP1 が最も高発現であった (2.95 ± 1.37 fmol/µg 
protein)。SLC トランスポーターの中では OCT2 及び OCTN1 が検出され、OCTN1 が最
も高発現であった (1.85 ± 0.61 fmol/µg protein) 。SLCO トランスポーターの中では
OATP2B1 のみ検出された。 
部位差に関しては、MRP2、MRP3、BCRP、OAT3 及び PEPT2 は気管支上皮のみで発
現していること、MDR1 は肺胞上皮のみで発現していた。また、MRP1、MRP4、MRP5、
MRP6、OCT2、OCTN1 及び OATP2B1 は肺全域で発現していた。一方で、MRP1 は気管
支及び肺胞に主に局在していることが示唆された。 
個体差については気管支において MRP1 のタンパク質発現量に約 18 倍の違いが認め









3-2-3   ヒト初代肺上皮細胞における OCTN1 の輸送機能評価 
 
ヒ ト 初 代 肺 上 皮 細 胞 に お け る OCTN1 の 輸 送 機 能 を 蛍 光 基 質 ASP+ 
(4-(4-(dimethylamino)styryl)-N-methylpyridinium iodide) を用いて評価した(Fig.3-2, Table 
3-8) 。その結果、気管、気管支及び肺胞細胞ではいずれも control (4℃)と比較して ASP+
が有意に取り込まれていることが認められた。また、最大取り込み速度である Vmax 
(nmol/min/mg protein) と OCTN1 のタンパク質発現量 (fmol/ µg protein) の間に良好な相
関が得られた (Fig. 3-3, r2 = 0.872) 。 
 
3-2-4   ヒト初代肺上皮細胞における MRP1 の輸送機能評価 
ヒ ト 初 代 肺 上 皮 細 胞 に お け る MRP1 の 輸 送 機 能 を 蛍 光 基 質 CDF 
(5,6-carboxy-2-7’-dichlorofluorescein) を用いて評価した (Fig.3-4) 。その結果、気管支及
び肺胞細胞では MRP 阻害剤である MK571 存在下及び非存在下の間に有意な差が認め
られた。一方で、気管では MRP 阻害剤である MK571 存在下及び非存在下の間に有意
な差は認められなかった。また、ratio of control と MRP1 のタンパク質発現量 (fmol/ µg 










OCTN1 のタンパク質発現量が最も高く (2.08 ± 1.19 fmol/µg protein)、続いて MRP1、
BCRPの順に (それぞれ1.41 ± 0.41, 1.30 ± 1.29 fmol/µg protein) タンパク質発現量が高か
った。消化管吸収において重要な組織である小腸では、BCRP、MDR1 及び MRP2 の
mRNA 発現量が高く、OCTN1 及び MRP1 は mRNA 発現量が低い、あるいは定量限界以




(Koepsell., 2004)。経肺吸入薬としては、beclomethasone, budesonide, fluticasone, albuterol, 
formoterol, ipratoropium及びciprofloxacinなどがOCT/OCTNsの基質となることが報告さ
れていることから (Horvath et al., 2007a)、O OCT/OCTNsがこれらの基質の肺組織への移
行に関与することが予測される。本研究ではOCT/OCTNsの中でOCTN1のタンパク質発
現量が部位に関わらず最も高いことが示された。OCTN1は気道上皮のapical側に局在し
ており、カチオン性の気管支拡張薬の吸収に関わっていることから (Horvath et al., 
2007b)、肺におけるこれらの薬物吸収に主要な役割を果たしていると考えられる。 
Lipsらは、mRNAレベルで気管支上皮細胞においてOCTN1及びOCTN2の発現が認めら
れなかったことを報告している (Lips et al., 2005) 。一方で、本研究においてタンパク質
レベルで肺組織及び初代肺上皮細胞を評価した結果、OCTN2は定量限界以下であった
がOCTN1の発現は観察された。Nakamuraらは、mRNAレベルからOCTN2が抗コリン薬






低発現である (van der Deen et al., 2008) ことから、MRP1の肺疾患における発症や進行
及び環境汚染物質、タバコ煙のような毒性物質からの生体防御への役割が注目されてい
る。MRP1のタンパク質発現量に関する報告は肺組織や気管支細胞に偏っており (Flens 
et al., 1996; Hamilton et al., 2001; Lehmann et al., 2001)、これまでに気管及び肺胞における
タンパク質発現量の報告はなかった。本研究ではMRP1のタンパク質発現量は検出され
たABCトランスポーターの中で最も高発現であり、気管支及び肺胞に局在していること
が明らかになった。MRP1はヒト気管支上皮層のbasolateral側に局在しており (Scheffer et 













et al., 2009) 。Sekiらは肺細胞モデルであるA549を用いた研究で、amiodaroneの肺での蓄





及びOATP4C1がヒト肺で発現していることが報告されている (Tamai et al., 2000; 






の細胞からの排出に関与している (Fromm, 2003; Mizuno et al., 2003) 。MDR1のmRNA
やタンパク質発現量に関する情報は肺における薬物トランスポーターの中で最も多く
報告されている (Lechapt-Zalcman et al., 1997; Langmann et al., 2003; Bleasby et al., 2006) 。
また、免疫組織化学的手法を用いた研究から、MDR1は気管支上皮細胞や肺胞マクロフ
ァージのapical側に局在していることが報告されている (van der Valk et al., 1990; 















(Ohtsuki et al., 2012)、血液脳関門ではEAAT1のタンパク質発現量が4.24倍の個体差があ












(Tchaparian et al., 2011; Ulvestad et al., 2011) 。従って、初代肺細胞でトランスポーターの
タンパク質発現量がup/down regulationしている可能性については否定できない。一方で、
気管支上皮細胞中のMRP1のタンパク質発現量は20週間の継代培養で安定していること





































Table 3-1  Donor information of human lung tissues  
 
Donor No. Age Race Gender  Cause of death Smoking history 
 
 
1 64 Caucasian  Male  Adenocarcinoma of colon 
with metastasis to liver   
Quit 30 years prior to 
death  
 
2 76 Caucasian  Male  Renal failure  Quit 14 years prior to 
death  
 
3 79 Caucasian  Male  End stage cardiac disease  No 
  
 
4 58 Caucasian  Female  Liver cancer  Quit 40 years prior to 
death  
 
5 66 Caucasian  Female  Ovarian cancer  Quit 40 years prior to 
death  
 
6 78 Caucasian  Female  Aneurysm  No 
  
 
7 79 Caucasian  Female  Congestive heart failure  No 
 
Frozen whole lung tissues were purchased from Analytical Biological Services (Wilmington, 
Delaware). Researches on human tissues were approved by the ethical committee in Nippon 










Table 3-2  Donor information of human primary lung epithelial cells  
 
Donor No. Age Race Gender  Cause of death and smoking history 
 
 
1 32 Caucasian  Male  Unknown 
 
 
2 39 Caucasian  Male  Unknown 
 
 
3 43 Caucasian  Male  Unknown 
 
 
4 33 Black Male  Unknown 
 
 
5 17 Black Female  Unknown 
 
Human primary lung epithelial cells were purchased from Lonza (Basel, Switzerland) and 
ScienCell (Carlsbad, California).  Researches on human cells were approved by the ethical 

















Table 3-3  Limits of quantification of molecules 
Molecule 
LQ in tissues 
(fmol/µg protein  
of plasma membreane ) 
LQ in cells 
(fmol/µg protein  




LQ in tissues 
(fmol/µg protein  
of plasma membreane ) 
 
LQ in cells 
(fmol/µg protein  
of plasma membreane ) 
   




 MDR1 0.0878 0.0780 PGT (OATP2A1) 0.113 0.0793 
 MRP1 0.0493 0.0326 OATP1A2 0.113 0.0489 
 MRP2 0.111 0.106 OATP1B1 0.111 0.0598 
 MRP3 0.124 0.0964 OATP1B3 0.0654 0.108 
 MRP4 0.126 0.113 OATP2B1 0.108 0.129 
 MRP5 0.0780 0.0825 OATP3A1 0.176 0.0669 
 MRP6 0.116 0.119 OATP4A1 0.0366 0.0964 
 MRP7 0.185 0.106 OATP1C1 0.0511 0.104 
 MRP8 0.0960 0.0908 OATP5A1 0.202 0.156 
 MRP9 0.146 0.115 OATP6A1 0.0522 0.106 
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 Markers   
 PEPT1 0.0822 0.0998 γ-GTP 0.176 0.148 
 PEPT2 0.144 0.125 Na＋/K＋-ATPase 0.0211 0.106 
 OCT1 0.108 0.105    
 OCT2 0.0601 0.0589    
 OCT3 0.115 0.182    
 OCTN1 0.120 0.108    
 OCTN2 0.0336 0.0669    
 OAT1 0.0393 0.0269    
 OAT2 0.172 0.148    
 OAT3 0.0933 0.0789    
 OAT4 0.0925 0.0698    
      






Table 3-4  Protein expression of selected drug transporters in lung tissues 
    Protein expression amount (fmol/µg protein of plasma membrane)         
Gene name  1 2   3   4 5 6 7 Average Female/Male 
ABC transporter 
                     
        
 
MDR1 0.211 ± 0.030  0.647 ± 0.065 0.212 ± 0.009 0.491 ± 0.024 0.510  ± 0.026 0.435 ± 0.023 0.244 ± 0.047 0.393 ± 0.172 1.18  
 
MRP1 1.82 ± 0.52 1.61 ± 0.02 1.69 ± 0.27 1.23 ± 0.16 1.07 ± 0.12 1.76 ± 0.46 0.727 ± 0.097 1.41 ± 0.41 0.701  
 
MRP3 N.D. N.D. 0.228 ± 0.025 0.437 ± 0.122 0.827 ± 0.181 0.377 ± 0.058 0.274 ± 0.034 0.335 ± 0.251 2.10  
 
MRP4 0.462 ± 0.016 0.484 ± 0.061 0.404 ± 0.018 0.483 ± 0.021 0.886 ± 0.022 0.574 ± 0.027 0.395 ± 0.022 0.527 ± 0.169 1.30  
 
MRP5 0.252 ± 0.031 0.105 ± 0.004 0.176 ± 0.038 0.344 ± 0.036 0.538 ± 0.101 N.D. 0.253 ± 0.068 0.252 ± 0.153 2.13  
 
MRP6 0.337 ± 0.090  0.294 ± 0.031 0.426 ± 0.059 0.428 ± 0.058 0.563 ± 0.096 0.416 ± 0.045 0.354 ± 0.083 0.403 ± 0.087 1.25  
 
MRP8 N.D. 0.105 ± 0.035 N.D. 0.519 ± 0.032 1.18 ± 0.11 0.607 ± 0.123 N.D.  0.386 ± 0.411 7.32  
  BCRP 4.10  ± 0.39  0.412 ± 0.054 0.540  ± 0.091  0.896 ± 0.099 1.52 ± 0.22 0.916 ± 0.084 0.719 ± 0.072 1.30 ± 1.29 0.601  
SLC transporter                                                   
 
OCT1 0.410  ± 0.037  0.178 ± 0.031 N.D. N.D. 1.19 ± 0.09 N.D. 0.512 ± 0.029 0.371 ± 0.399 2.89  
 
OCT2 N.D. N.D. N.D. 0.143 ± 0.025 0.328 ± 0.024 0.116 ± 0.031 0.127 ± 0.016 0.145 ± 0.082 - 
 
OCTN1 1.48 ± 0.04 0.585 ± 0.117 1.79 ± 0.01 2.32 ± 0.1 4.48 ± 0.13 1.98 ± 0.05 1.92 ± 0.04 2.08 ± 1.19 2.08  
 
OAT2 0.369 ± 0.074 N.D. 0.324 ± 0.006 0.440  ± 0.023  0.875 ± 0.039 0.351 ± 0.022 0.369 ± 0.015 0.404 ± 0.234 1.47  
 
OAT3 N.D. 0.104 ± 0.024 0.243 ± 0.024 0.238 ± 0.024 0.524 ± 0.084 0.311 ± 0.05 0.204 ± 0.032 0.246 ± 0.144 1.84  
 
OAT4 0.235 ± 0.029 N.D. 0.287 ± 0.038 0.295 ± 0.053 0.711 ± 0.083 0.366 ± 0.088 0.297 ± 0.040 0.327 ± 0.188 1.60  
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  PEPT2 0.250  ± 0.030  0.988 ± 0.167 1.04 ± 0.05 0.925 ± 0.052 0.984 ± 0.071 1.32 ± 0.12 0.802 ± 0.080 0.900 ± 0.328 1.33  
SLCO transporter                                                 
 
 
OATP1A2 0.360  ± 0.057  0.395 ± 0.057 N.D. 0.262 ± 0.055 N.D. 0.313 ± 0.072 N.D. 0.233 ± 0.131 0.762  
 
OATP1B3 0.119  ± 0.012  0.381 ± 0.047 N.D. 0.197 ± 0.014 0.479 ± 0.026 0.223 ± 0.025 0.153 ± 0.005 0.236 ± 0.142 1.05  
 
OATP2B1 0.220  ± 0.052  0.334 ± 0.044 0.206 ± 0.036 0.326 ± 0.047 0.502  ± 0.100  0.274 ± 0.026 0.214 ± 0.042 0.296 ± 0.105 1.30  
  PGT (OATP2A1) 0.179  ± 0.051  1.01 ± 0.11 0.349 ± 0.032 0.828 ± 0.298 1.37 ± 0.69 1.02 ± 0.32 0.463 ± 0.049 0.745 ± 0.428 1.80  
Marker                                                   
 
Na+/K+ ATPase 15.3 ± 1.1 17.5 ± 3.9 19.7 ± 0.4 18 ± 1.2 12.7 ± 0.9 14.2 ± 1.3 10.6 ± 0.6 15.4 ± 3.2 0.793  
  γ-gtp 5.30  ± 0.78  4.29 ± 0.53 4.58 ± 0.89 5.58 ± 0.35 3.17 ± 0.35 4.57 ± 0.56 3.05 ± 0.54 4.36 ± 0.96 0.866  
The protein expression was determined by LC-MS/MS with internal standards. Max/Min was calculated by dividing maximum by minimum values 




 ATPase and γ-gtp) or the limit of quantification (MRP3, MRP5, 
MRP8, OCT1, OCT2, OAT2, OAT3, OAT4, OATP1A2 and OATP1B3). Also, Female/Male was calculated by dividing average values of female by 
those of male. The data of individual donors represent mean ± SEM (number of channels = 3 or 4). The data of average represent mean±SD (LQ 




Table 3-5  Protein expression of selected drug transporters in primary cultured human tracheal epithelial cells  
    Protein expression amount (fmol/µg protein of plasma membrane)         
Gene name  1 2   3   4 5   Average 
ABC transporter 
                
      
 
MRP1 0.256  ± 0.026  0.641  ± 0.050  0.307  ± 0.020  0.557  ± 0.017  0.676  ± 0.088  
 
0.488  ± 0.193  
 
MRP4 0.349  ± 0.026  0.399  ± 0.072  0.547  ± 0.054  0.447  ± 0.062  0.306  ± 0.050  
 
0.410  ± 0.093  
 
MRP5 0.139  ± 0.022  0.181  ± 0.008  N.D. 0.237  ± 0.048  0.230  ± 0.014  
 
0.177  ± 0.059  
  MRP6 0.376  ± 0.067  0.377  ± 0.078  0.155  ± 0.020  0.253  ± 0.046  0.393  ± 0.051    0.311  ± 0.104  
SLC transporter 
                   
 
OCT1 N.D. 0.415  ± 0.036  0.430  ± 0.026  0.680  ± 0.065  0.432  ± 0.058  
 
0.411  ± 0.206  
 
OCT2 0.157  ± 0.028  N.D. 0.240  ± 0.050  0.228  ± 0.031  0.291  ± 0.038  
 
0.203  ± 0.075  
  OCTN1 2.56  ± 0.34  1.56  ± 0.15  0.918  ± 0.243  1.21  ± 0.21  1.85  ± 0.55    1.40  ± 0.35  
SLCO transporter 
                
      
 
OATP1B3 N.D. N.D. 0.182  ± 0.020  0.160  ± 0.014  0.194  ± 0.020  
 
0.147  ± 0.045  
  OATP2B1 0.119  ± 0.018  0.209  ± 0.024  0.259  ± 0.043  0.267  ± 0.060  N.D.   0.191  ± 0.078  
Marker 
                
      
 
Na+/K+ ATPase 8.99  ± 0.77  9.27  ± 1.46  11.6  ± 1.3  6.77  ± 0.42  10.5  ± 2.0  
 
9.42  ± 1.81  
  γ-gtp 0.681  ± 0.154  1.35  ± 0.30  1.09  ± 0.16  0.975  ± 0.060  1.22  ± 0.29    1.06  ± 0.26  
The protein expression was determined by LC-MS/MS with internal standards. Max/Min was calculated by dividing maximum by minimum values 




 ATPase and γ-gtp) or the limit of quantification (MRP5, OCT1, OCT2, OATP1B3 and OATP2B1). The 
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data of individual donors represent mean ± SEM (number of channels = 3 or 4). The data of average represent mean ± SD (LQ was included as the 











Table 3-6  Protein expression of selected drug transporters in primary cultured normal human bronchial epithelial cells  
    Protein expression amount (fmol/µg protein of plasma membrane)       
Gene name  1 2   3   4 5 Average 
ABC transporter 
               
      
 
MRP1 3.46  ± 0.32  3.35  ± 0.50  9.69  ± 2.77  0.538  ± 0.115  3.33  ± 0.38  4.07  ± 3.37  
 
MRP2 N.D. 0.261  ± 0.040  0.246  ± 0.065  0.709  ± 0.057  N.D. 0.283  ± 0.250  
 
MRP3 N.D. N.D. 0.322  ± 0.036  0.242  ± 0.064  0.268  ± 0.035  0.206  ± 0.101  
 
MRP4 0.289  ± 0.014  0.508  ± 0.020  0.409  ± 0.019  0.397  ± 0.039  0.418  ± 0.015  0.404  ± 0.078  
 
MRP5 0.598  ± 0.062  0.325  ± 0.058  0.440  ± 0.067  0.351  ± 0.079  0.386  ± 0.126  0.420  ± 0.109  
 
MRP6 N.D. 0.365  ± 0.121  0.183  ± 0.026  0.316  ± 0.092  0.323  ± 0.133  0.257  ± 0.111  
  BCRP 0.342  ± 0.036  0.540  ± 0.036  0.468  ± 0.039  0.874  ± 0.054  0.506  ± 0.047  0.546  ± 0.198  
SLC transporter 
                  
 
OCT1 0.282  ± 0.024  0.588  ± 0.026  N.D. 0.848  ± 0.180  0.602  ± 0.068  0.484  ± 0.294  
 
OCT2 0.227  ± 0.057  0.281  ± 0.049  0.221  ± 0.070  N.D. 0.226  ± 0.043  0.211  ± 0.067  
 
OCTN1 2.50  ± 0.96  1.92  ± 0.38  2.22  ± 0.32  1.63  ± 0.12  1.77  ± 0.23  2.01  ± 0.35  
 
OAT3 0.173  ± 0.046  0.270  ± 0.027  0.268  ± 0.042  0.489  ± 0.089  N.D. 0.260  ± 0.146  
  PEPT2 0.240  ± 0.020  0.461  ± 0.049  0.635  ± 0.114  0.572  ± 0.048  0.464  ± 0.050  0.474  ± 0.150  
SLCO transporter 
               
      
 
OATP1B3 N.D. 0.181  ± 0.017  0.128  ± 0.011  1.71  ± 0.03  0.149  ± 0.011  0.453  ± 0.702  
-55- 
 
  OATP2B1 N.D. N.D. 0.254  ± 0.046  1.35  ± 0.04  0.284  ± 0.052  0.419  ± 0.530  
Marker 
               
      
 
Na+/K+ ATPase 19.3  ± 2.9  19.7  ± 2.9  21.2  ± 1.8  6.45  ± 0.65  12.9  ± 0.7  16.7  ± 6.9  
  γ-gtp 0.643  ± 0.073  1.87  ± 0.19  1.84  ± 0.28  1.69  ± 0.50  0.917  ± 0.167  1.51  ± 0.59  
The protein expression was determined by LC-MS/MS with internal standards. Max/Min was calculated by dividing maximum by minimum values 




 ATPase and γ-gtp) or the limit of quantification (MRP2, MRP3, MRP6, OCT1, OCT2, 
OAT3, OATP1B3 and OATP2B1). The data of individual donors represent mean ± SEM (number of channels = 3 or 4). The data of average 




Table 3-7  Protein expression of selected drug transporters in primary cultured human pulmonary alveolar epithelial cells  
    Protein expression amount (fmol/µg protein of plasma membrane)         
Gene name  1 2   3   4 5   Average 
ABC transporter 
                
      
 
MDR1 0.379  ± 0.103  0.437  ± 0.032  0.798  ± 0.136  0.272  ± 0.033  0.264  ± 0.054  
 
0.430  ± 0.218  
 
MRP1 2.21  ± 0.25  3.31  ± 0.31  1.97  ± 0.16  5.19  ± 0.08  2.04  ± 0.32  
 
2.95  ± 1.37  
 
MRP4 0.186  ± 0.032  0.252  ± 0.039  0.273  ± 0.046  0.669  ± 0.009  0.241  ± 0.051  
 
0.324  ± 0.196  
 
MRP5 0.318  ± 0.046  0.236  ± 0.026  0.180  ± 0.016  0.221  ± 0.052  N.D. 
 
0.211  ± 0.080  
  MRP6 0.278  ± 0.069  0.191  ± 0.033  0.164  ± 0.032  0.256  ± 0.042  0.122  ± 0.015    0.202  ± 0.064  
SLC transporter 
                   
 
OCT2 0.237  ± 0.069  N.D. 0.346  ± 0.079  0.284  ± 0.035  0.360  ± 0.057  
 
0.316  ± 0.054  
  OCTN1 1.35  ± 0.12  1.94  ± 0.25  1.18  ± 0.29  2.69  ± 0.45  2.08  ± 0.18    1.85  ± 0.61  
SLCO transporter 
                
      
  OATP2B1 N.D. 0.132  ± 0.020  0.266  ± 0.036  0.161  ± 0.010  N.D.   0.152  ± 0.069  
Marker 
                   
 
Na+/K+ ATPase 7.95  ± 0.78  7.48  ± 0.25  9.39  ± 1.16  14.3  ± 0.2  10.4  ± 1.2  
 
9.91  ± 2.73  
  γ-gtp 0.543  ± 0.076  0.516  ± 0.042  0.396  ± 0.074  0.794  ± 0.021  0.505  ± 0.101    0.551  ± 0.147  
The protein expression was determined by LC-MS/MS with internal standards. Max/Min was calculated by dividing maximum by minimum values 




 ATPase and γ-gtp) or the limit of quantification (MRP5 ,OCT2 and OATP2B1). The data of 
individual donors represent mean ± SEM (number of channels = 3 or 4). The data of average represent mean ± SD (LQ was also included as the 
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Figure 3-1.  The protein expressions of transporters in the lung tissue and primary cultured 




Figure 3-1. (continued)  The protein expressions of transporters in the lung tissue and primary 
cultured pulmonary epithelial cells. A)ABC transporter, B)SLC transporter, C)SLCO transporter, 
were determined by LC-MS/MS with internal standards. Expression levels of transporter 
proteins were determined in purified plasma membrane fractions. The data represent mean ± SD 
(7 donors: tissues, 5 donors : cells). Individual data was shown in Table 3-4: human lung tissues, 
Table 3-5: human tracheal epithelial cells (HTEpiC), Table 3-6; normal human bronchial 
epithelial cells (NHBE), Table 3-7; human pulmonary alveolar epithelial cells (HPAEpiC). 
MRP7, MRP9, OCT3, OCTN2, OAT1, PEPT1, OATP1B1, OATP1C1, OATP3A1, OATP4A1, 

















Figure 3-2.  Uptake of ASP
+










Figure 3-2 (continued).  Uptake of ASP
+
 in human respiratory epithelial cells at different 
concentration, (A) human tracheal epithelial cells, (B) human bronchial epithelial cells, (C) 
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human alveolar epithelial cells. Cocentration-dependent uptake of ASP
+
 in human respiratory 
epithelial cells (D) . Cells were incubated at at pH 7.4, 37 °C and 4 °C for 20 min. Uptake 
rates were calculated as the difference in ASP
+
 uptake between 37 °C and 4 °C. Data are 



















































Trachea 1.47 ± 0.22 0.741 ± 0.203 
Bronchi 1.63 ± 0.19 0.543 ± 0.127 
Alveoli 1.73 ± 0.25 0.592 ± 0.171 
 
Maximum uptake rates (Vmax) and half-saturation constant (Km) was caluculated by fitting the 
uptake rate to the uptake rate (v) to the following equation by means of non-linear least squares 
regression analysis according to the Michaelis-Menten equation (Eadie-Hofstee plot): 

































Figure 3-3.  Correlation between OCTN1 protein expression levels (fmol/µg protein) and Vmax 
(Δnmol/min/mg protein) in human respiratory epithelial cells including human tracheal, 
bronchial and alveolar epithelial cells. OCTN1 protein expression levels are represented as 

































Figure 3-4 (continued).  Efflux of CDF in human respiratory epithelial cells at different 
concentration, (A) human tracheal epithelial cells, (B) human bronchial epithelial cells, (C) 
human alveolar epithelial cells. After preload of CDF for 2hr, cells were incubated at absence or 
presence of MK571, MRP inhibitor at 37 °C for 1 and 3 hr. Ratio of control were calculated 
as the difference of CDF in cells compared to without incubation and MK571. Data are 



















Figure 3-5.  Correlation between MRP1 protein expression levels (fmol/µg protein) and ratio 
of control in human respiratory epithelial cells including human tracheal, bronchial and alveolar 
epithelial cells. MRP1 protein expression levels are represented as means ± SD, n = 5. 
















から単離した肺上皮細胞や組織が用いられてきた (Goodman et al., 1982; Bingle et 
al.,1990) 。しかし、ヒトと動物では解剖学的な差やタンパク質発現プロファイルが異な
るといった種差が大きいことが様々な側面から報告されている (Ehrhardt et al., 2005; 
Wang et al., 2007) ことから、ヒト由来の細胞を用いて、直接的に薬物動態及び安全性の








Calu-3 (ATCC HTB-55) は肺線がん由来のヒト気管支上皮細胞である (Fogh et al., 
1975) 。この細胞株は漿液細胞様の特性を示し、繊毛細胞及び分泌細胞を有する。しか
し、継代数が増す毎に線毛は不規則になり消滅する。Calu-3 は多くの開発化合物の輸送 
(Foster et al., 2000; Mathias et al., 2002; Grainger et al.,2006) や代謝 (Florea et al., 2003) を
調査する目的で用いられており、粒子と細胞の相互作用の研究にもしばしば用いられて
きた (Cooney et al., 2004) 。 





ある (Atsuta et al.1997) 。さらに、タバコ煙 (Sun et al., 1995)、環境粒子 (Veranth et al 
2007) 及び酸素過剰 (Odoms et al., 2004) に対する反応の研究にも用いられてきた。
BEAS2-Bは trans epithelial electronic resistance (TEER) が初代細胞よりも低いことから薬
物の透過実験にはそれほど用いられておらず、薬物代謝酵素の発現や活性を調査する研
究に主に用いられてきた (Eaton et al., 1996; Proud et al.,1994) 。 
 
肺モデル細胞/肺胞上皮細胞 
A549 (ATCC CL-185) はヒト肺線癌由来の細胞株であり形態学的及び生化学的にII型
肺胞上皮細胞と似た特徴を有しており、肺胞モデルとして最も頻繁に使用されてきた。
A549はタイトジャンクション形成能が弱いことから極性細胞のタイトな単重層を形成
できないにも関わらず、薬物吸収実験 (Kobayashi et al., 1995; Wang et al., 2004)、代謝評
価及び毒性研究に用いられてきた (Foster et al., 1998; Forbes et al., 1999; Anabousi et al., 
2006) 。 
その他、NCI-H292 (ATCC CRL-1848) 及びNCI-H441 (ATCC HTB-174) は肺線がん由
来の細胞株であり、II型肺胞上皮細胞及び気管支上皮細胞似た特性を持つとされている
(Rehan et al., 2002; Newton et al., 2006) 。NCI-H441は極性の単層を構成し、高いTEERを













4-2-1   肺モデル細胞における薬物トランスポーターのタンパク質発現量解析 
  
A549 における薬物トランスポータータンパク質発現量解析 
 測定した 32種類の薬物トランスポーターの中で 10分子の発現が検出され定量された 
(Table 4-1) 。ABC トランスポーターの中では MDR1、MRP1、MRP2、MRP4 及び BCRP
が検出され、BCRP が最も高発現であった (7.16 ± 1.95 fmol/µg protein) 。SLC トランス
ポーターの中では OCT1、OCT3、OCTN1、OAT4 及び PEPT1 が検出され、PEPT1 が最




 測定した 32 種類の薬物トランスポーターの中で 7 分子の発現が検出され定量された 
(Table 4-1) 。ABC トランスポーターの中では MRP1、MRP2 及び BCRP が検出され、
BCRP が最も高発現であった (2.99 ± 0.47 fmol/µg protein) 。SLC トランスポーターの中
では OCT1、OCT3、OCTN1 及び OCTN2が検出され、OCT3が最も高発現であった (0.925 
± 0.156 fmol/µg protein) 。SLCO トランスポーターは全て定量限界未満であった。 
 
BEAS2-B における薬物トランスポータータンパク質発現量解析 
 測定した 32 種類の薬物トランスポーターの中で 8 分子の発現が検出され定量された 
(Table 4-1) 。ABC トランスポーターの中では MRP1、MRP4 及び BCRP が検出され、
BCRP が最も高発現であった (0.346 ± 0.095 fmol/µg protein) 。SLC トランスポーターの
中では OCT1、OCT2、OCT3、OCTN1 及び OCTN2 が検出され、OCTN2 が最も高発現






 測定した 32 種類の薬物トランスポーターの中で 9 分子の発現が検出され定量された 
(Table 4-1) 。ABC トランスポーターの中では MRP1、MRP2、MRP4 及び BCRP が検出
され、BCRP が最も高発現であった (3.33 ± 0.48 fmol/µg protein) 。SLC トランスポータ
ーの中では OCT1、OCT2、OCT3、OCTN1 及び OCTN2 が検出され、OCTN1 が最も高




 測定した 32 種類の薬物トランスポーターの中で 9 分子の発現が検出され定量された 
(Table 4-1) 。ABC トランスポーターの中では MRP1、MRP2、MRP4 及び BCRP が検出
され、BCRP が最も高発現であった (4.07 ± 0.94 fmol/µg protein) 。SLC トランスポータ
ーの中では OCT1、OCT2、OCT3、OCTN1 及び OCTN2 が検出され、OCTN1 が最も高
発現であった (1.65 ± 0.31 fmol/µg protein) 。SLCO トランスポーターは全て定量限界未
満であった。 
 









第 3 章で述べたように、OCTN1 は経肺吸入薬の肺組織の移行に重要であると考えら
れる。ヒト初代肺細胞において部位によらず高発現であったが、いずれの部位において




第 3 章で述べたように、MRP1 は経肺吸入薬の全身循環に重要であると考えられる。
ヒト初代肺細胞において気管では気管支及び肺胞と比較して低発現であった。タンパク
質発現量で比較すると、ヒト初代気管細胞は BEAS2-B と、ヒト初代気管支細胞及びヒ
ト初代肺胞細胞は A549、Calu-3、NCI-H292 及び NCI-H441 との間に有意な差はなかっ
た。 
 
OCT3 及び OCTN2 におけるタンパク質発現量比較 
OCT3 及び OCTN2 はヒト初代肺細胞において発現量は定量限界未満 (OCT3; 0.182 
fmol/µg protein, OCTN2; 0.0669 fmol/µg protein) であった。一方で、OCT3 は A549、Calu-6、
BEAS2-B、NCI-H292 及び NCI-H441 で発現している (0.257 fmol/µg protein 以上) こと、
OCTN2 は Calu-6、BEAS2-B、NCI-H292 及び NCI-H441 で発現していた (0.244 fmol/µg 




た (気管: 0.191 ± 0.078, 気管支: 0.419 ± 0.530, 肺胞: 0.152 ± 0.069 fmol/µg protein)。しか
し、本研究において評価した 5 種類の肺モデル細胞のいずれもそのタンパク質発現量は






本研究で評価した 5 種類の肺モデル細胞  (A549, Calu-6, BEAS2-B, NCI-H292, 









らかにしたが、気管では BEAS2-B、気管支及び肺胞では A549、Calu-3、NCI-H292 及び 
NCI-H441 とそのタンパク質発現量に有意差がないことから、それぞれの部位に応じた
肺モデル細胞を選択する必要があることが考えられた。 
上記以外の薬物トランスポーターについては、OCT3 及び OCTN2 は初代肺上皮細胞
ではタンパク質レベルで発現していないが、OCT3 は A549, Calu-6, BEAS2-B, NCI-H292, 
NCI-H441 で、OCTN2 は Calu-6, BEAS2-B, NCI-H292, NCI-H441 でタンパク質レベルで
発現していることが観察された。Salmon et al.は、western blot analysis によって OCT3 及
び OCTN2 が A549 及び Calu-6 にタンパク質レベルで発現していることを報告しており 











可能性は否定できない。事実、Ender らは、RT-PCR を用いて Calu-3 における薬物トラ
ンスポーターの発現量を培養 8日目と 15日目で比較したところ、mRNAレベルでMDR1、
MRP5、MRP6、PEPT1 及び OAT4 などで発現量が亢進していること、MRP4、OCT3 な






た (Forbes et al., 2005) 。Courcot らは、RT-PCR を用いて肺モデル細胞における CYP 及
び UGT を網羅的に評価し、CYP1B1、CYP2S1 及び CYP2U1 などが mRNA レベルで高
発現であったことを報告している (Courcot et al., 2012) 。また、肺組織における薬物代








質発現量が高かった OCTN1 及び MRP1 については、OCTN1 は全ての部位において
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NCI-H292 及び NCI-H441 が適していること、MRP1 については気管では BEAS2-B、気







Table 4-1  Comparison of protein expression of selected drug transporters between primary tracheal cells and lung cell models. 
      Protein expression amount (fmol/µg protein) 
Gene name  Gene symbol Trachea A549 Calu-3 BEAS2-B NCI-H292 NCI-H441 
ABC transporter 
 
      
               
 
MDR1 (P-gp) ABCB1 N.D. 0.254  ± 0.026  N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP1 ABCC1 0.488  ± 0.193  3.62  ± 0.54**  2.69  ± 0.58**  0.346  ± 0.095  1.45  ± 0.12*  1.97  ± 0.25*  
 
MRP2 ABCC2 N.D. 0.948  ± 0.254  1.32  ± 0.19  N.D. 1.44  ± 0.49  2.44  ± 0.25  
 
MRP4 ABCC4 0.410  ± 0.093  0.426  ± 0.112  N.D. 0.113  ± 0.013**  0.283  ± 0.045  0.519  ± 0.049  
 
MRP5 ABCC5 0.177  ± 0.059  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP6 ABCC6 0.311  ± 0.104  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
  BCRP ABCG2 N.D. 7.16  ± 1.95  2.99  ± 0.47  0.287  ± 0.106  3.33  ± 0.48  4.07  ± 0.94  
SLC transporter                                       
 
OCT1 SLC22A1 0.411  ± 0.206  0.476  ± 0.098  0.358  ± 0.108  0.175  ± 0.058  0.342  ± 0.069  0.168  ± 0.025*  
 
OCT2 SLC22A2 0.203  ± 0.075  N.D. N.D. 0.179  ± 0.029  0.156  ± 0.021  0.196  ± 0.036  
 
OCT3 SLC22A3 N.D. 0.782  ± 0.226  0.925  ± 0.156  0.257  ± 0.012  0.707  ± 0.254  0.470  ± 0.115  
 




OCTN2 SLC22A5 N.D. N.D. 0.458  ± 0.096  0.885  ± 0.125  0.299  ± 0.012  0.244  ± 0.036  
 
OAT4 SLC22A11 N.D. 0.566  ± 0.215  N.D. N.D. N.D. N.D. 
  PEPT1 SLC15A1 N.D. 1.58  ± 0.36  N.D. N.D. N.D. N.D. 
SLCO transporter                                       
 
OATP1B3 SLCO1B3 0.147  ± 0.045  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
  OATP2B1 SLCO2B1 0.191  ± 0.078  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Marker 








9.42  ± 1.81  5.69  ± 0.69  7.12  ± 0.98  5.77  ± 0.76*  6.67  ± 0.56  8.29  ± 0.84  
  γ-gtp   1.06  ± 0.26  4.24  ± 0.99*  3.12  ± 0.65*  0.153  ± 0.045  3.62  ± 1.87*  5.25  ± 2.22*  
The protein expression was determined by LC-MS/MS with internal standards. The data represent mean ± SD (Primary cells from trachea : n=5, 
lung cell models such as A549, Calu-3, BEAS2-B, NCI-H292 and NCI-H441 : n=3). N.D.,not detectable. *p < 0.05, **p < 0.01, significantly 






Table 4-2  Comparison of protein expression of selected drug transporters between primary bronchial cells and lung cell models. 
      Protein expression amount (fmol/µg protein) 
Gene name  Gene 
symbol 
Bronchi A549 Calu-3 BEAS2-B NCI-H292 NCI-H441 
ABC transporter 
 
      
               
 
MDR1 (P-gp) ABCB1 N.D. 0.254  ± 0.026  N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP1 ABCC1 4.07  ± 3.37  3.62  ± 0.54  2.69  ± 0.58  0.346  ± 0.095*  1.45  ± 0.12  1.97  ± 0.25  
 
MRP2 ABCC2 0.283  ± 0.250  0.948  ± 0.254*  1.32  ± 0.19*  N.D. 1.44  ± 0.49*  2.44  ± 0.25*  
 
MRP3 ABCC3 0.206  ± 0.101  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP4 ABCC4 0.404  ± 0.078  0.426  ± 0.112  N.D. 0.113  ± 0.013*  0.283  ± 0.045  0.519  ± 0.049  
 
MRP5 ABCC5 0.420  ± 0.109  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP6 ABCC6 0.257  ± 0.111  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP7 ABCC10 0.236  ± 0.304  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
  BCRP ABCG2 0.546  ± 0.198  7.16  ± 1.95**  2.99  ± 0.47**  0.287  ± 0.106  3.33  ± 0.48**  4.07  ± 0.94**  
SLC transporter 
                   
 




OCT2 SLC22A2 0.211  ± 0.067  N.D. N.D. 0.179  ± 0.029  0.156  ± 0.021  0.196  ± 0.036  
 
OCT3 SLC22A3 N.D. 0.782  ± 0.226  0.925  ± 0.156  0.257  ± 0.012  0.707  ± 0.254  0.470  ± 0.115  
 
OCTN1 SLC22A4 2.01  ± 0.35  0.584  ± 0.106*  0.558  ± 0.216*  0.606  ± 0.141*  1.87  ± 0.21  1.65  ± 0.31  
 
OCTN2 SLC22A5 N.D. N.D. 0.458  ± 0.096  0.885  ± 0.125  0.299  ± 0.012  0.244  ± 0.036  
 
OAT2 SLC22A7 0.288  ± 0.264  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
OAT3 SLC22A8 0.260  ± 0.146  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
OAT4 SLC22A11 0.296  ± 0.324  0.566  ± 0.215  N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
PEPT1 SLC15A1 1.53  ± 1.55  1.58  ± 0.36  N.D. N.D. N.D. N.D. 
  PEPT2 SLC15A2 0.474  ± 0.150  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
SLCO transporter 
 
      
               
 
OATP1A2 SLCO1A2 0.426  ± 0.600  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
OATP1B3 SLCO1B3 0.453  ± 0.702  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
OATP2B1 SLCO2B1 0.419  ± 0.530  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
  PGT SLCO2A1 0.527  ± 0.703  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Marker 
 
      












  γ-gtp   1.51  ± 0.59  4.24  ± 0.99*  3.12  ± 0.65  0.153  ± 0.045*  3.62  ± 1.87  5.25  ± 2.22*  
The protein expression was determined by LC-MS/MS with internal standards. The data represent mean ± SD (Primary cells from bronchi : n=5, 
lung cell models such as A549, Calu-3, BEAS2-B, NCI-H292 and NCI-H441 : n=3). N.D.,not detectable. *p < 0.05, **p < 0.01, significantly 














Table 4-3  Comparison of protein expression of selected drug transporters between primary alveolar cells and lung cell models. 
      Protein expression amount (fmol/µg protein) 
Gene name  Gene symbol Alveoli A549 Calu-3 BEAS2-B NCI-H292 NCI-H441 
ABC transporter 
 
      
               
 
MDR1 (P-gp) ABCB1 0.430  ± 0.218  0.254  ± 0.026  N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP1 ABCC1 2.95  ± 1.37  3.62  ± 0.54  2.69  ± 0.58  0.346  ± 0.095*  1.45  ± 0.12  1.97  ± 0.25  
 
MRP2 ABCC2 N.D. 0.948  ± 0.254  1.32  ± 0.19  N.D. 1.44  ± 0.49  2.44  ± 0.25  
 
MRP4 ABCC4 0.324  ± 0.196  0.426  ± 0.112  N.D. 0.113  ± 0.013  0.283  ± 0.045  0.519  ± 0.049  
 
MRP5 ABCC5 0.211  ± 0.080  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
 
MRP6 ABCC6 0.202  ± 0.064  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
  BCRP ABCG2 N.D. 7.16  ± 1.95  2.99  ± 0.47  0.287  ± 0.106  3.33  ± 0.48  4.07  ± 0.94  
SLC transporter 
                   
 
OCT1 SLC22A1 N.D. 0.476  ± 0.098  0.358  ± 0.108  0.175  ± 0.058  0.342  ± 0.069  0.168  ± 0.025  
 
OCT2 SLC22A2 0.316  ± 0.054  N.D. N.D. 0.179  ± 0.029  0.156  ± 0.021  0.196  ± 0.036  
 
OCT3 SLC22A3 N.D. 0.782  ± 0.226  0.925  ± 0.156  0.257  ± 0.012  0.707  ± 0.254  0.470  ± 0.115  
 




OCTN2 SLC22A5 N.D. N.D. 0.458  ± 0.096  0.885  ± 0.125  0.299  ± 0.012  0.244  ± 0.036  
 
OAT4 SLC22A11 N.D. 0.566  ± 0.215  N.D. N.D. N.D. N.D. 
  PEPT1 SLC15A1 N.D. 1.58  ± 0.36  N.D. N.D. N.D. N.D. 
SLCO transporter 
                   
  OATP2B1 SLCO2B1 0.152  ± 0.069  N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Marker 








9.91  ± 2.73  5.69  ± 0.69  7.12  ± 0.98  5.77  ± 0.76  6.67  ± 0.56  8.29  ± 0.84  
  γ-gtp   0.551  ± 0.147  4.24  ± 0.99**  3.12  ± 0.65*  0.153  ± 0.045  3.62  ± 1.87*  5.25  ± 2.22*  
The protein expression was determined by LC-MS/MS with internal standards. The data represent mean ± SD (Primary cells from alveoli : n=5, 
lung cell models such as A549, Calu-3, BEAS2-B, NCI-H292 and NCI-H441 : n=3). N.D.,not detectable. *p < 0.05, **p < 0.01, significantly 




























 第 3 章では、標的プロテオミクスを用いて、肺における薬物トランスポーターのタン
パク質発現量を評価した結果、OCTN1 及び MRP1 にタンパク質発現量が高発現である















現量が高かった OCTN1 及び MRP1 については、OCTN1 は全ての部位において
NCI-H292 及び NCI-H441 が適していること、MRP1 については気管では BEAS2-B、気































質の機能をin vitroから再構築することができる (Uchida et al., 2011b) 。このことは、ヒ
トにおける医薬品の体内動態や薬効毒性を正確に予測することが可能になることが期
待される。 


















きるようになった (Mojsilovic et al., 2004, Haqqani et al., 2005) 。また、liquid extraction 
surface analysis (LESA) を用いることで、組織切片上の標的部位の測定を切り出し操作






















たペプチドプローブの選択に関する基準 (Kamiie et al., 2008) に基づき、in silicoで選択
したものを用いた。対象タンパク質に対し設計したペプチドプローブを Table 7-1 に示
した。 
選択したペプチド (標準ペプチド) 及び同位体標識ペプチド (内標準ペプチド) を化
学合成した (Thermo electron corporation, Bremen, Germany) 。ペプチド溶液の濃度は、
Battagliaらの手法 (Battaglia et al., 1999) を用いて算出した。標準ペプチド及び内標準ペ
プチドを5.7 M HCl に溶解後、110ºC で 24 時間インキュベートすることで加水分解を
行い、反応液を N2 gas を用いて乾燥させた。また、アミノ酸混合標準溶液 (Amino acids 
mixture solution type H, WAKO) を一定量分取し、N2 gas を用いて乾燥させた。乾固した
試料に solution A (1M sodium acetate:methanol:triethylamine=2:1:1) を加え攪拌後、N2 gas 
を用いて乾燥させた。乾固した試料に solution A と同量の solution B (methanol:MilliQ: 
triethylamine:PITC=7:1:1:1) を加え、25ºC で 20 分間インキュベートすることで PITC 
ラベル化反応を行った。反応液を N2 gas を用いて乾燥させ、0.02 M ammonium acetate 
に溶解し、HPLC 用試料とした。HPLC 条件は以下の通りとした。 
Column: Intersil 4.6 mm ID x 150 mm, 50 μm (GL sciences Inc., Tokyo, Japan) 
Mobile phase A: 0.07 M sodium acetate, 2.5% acetonitrile, 1 ppm EDTA in MilliQ (pH 6.5) 
Mobile phase B: 45% acetonitrile, 40% MilliQ, 15% methanol 
分離には、25 分間の linear gradient (0-100%B) を用い、カラム流速は 1.0 mL/min とし
-88- 
 






(4-(4-(dimethylamino)styryl)-N-methylpyridinium iodide , Sigma-Aldrich) 
 
 













Table 7-1 Peptide Probes and MRM transitions for human molecules. 





MRM transition (m/z) 
Q1 Q3-1 Q3-2 Q3-3 Q3-4 
ABC transporters        
 ABCB1 MDR1 St NTTGALTTR 467.8  618.4  719.4  490.3  561.3  
   IS NTTGAL*TTR 471.3  625.4  726.4  497.3  568.3  
 ABCC1 MRP1 St TPSGNLVNR 479.3  759.4  672.4  501.3  615.4  
   IS TPSGNL*VNR 482.8  766.4  679.4  508.3  622.4  
 ABCC2 MRP2 St QLLNNILR 492.3  742.5  629.4  515.3  401.3  
   IS QLLNNIL*R 495.8  749.5  636.4  522.3  408.3  
 ABCC3 MRP3 St AEGEISDPFR 560.8  621.3  734.4  920.4  534.3  
   IS AEGEISDPF*R 565.8  631.3  744.4  930.4  544.3  
 ABCC4 MRP4 St APVLFFDR 482.8  584.3  697.4  796.4  893.5  
   IS APVL*FFDR 486.3  584.3  704.4  803.4  900.5  
 ABCC5 MRP5 St SLSEASVAVDR 567.3  646.4  717.4  933.5  559.3  
   IS SL*SEASVAVDR 570.8  646.4  717.4  933.5  559.3  
 ABCC6 MRP6 St APETEPFLR 530.3  532.3  762.4  891.5  661.4  
   IS APETEPFL*R 533.8  539.3  769.4  898.5  668.4  
 ABCC10 MRP7 St VFTALALVR 495.3  743.5  571.4  458.3  642.4  
   IS VFTALAL*VR 498.8  750.5  578.4  465.3  649.4  
 ABCC11 MRP8 St FNLDPFDR 512.2  534.3  762.4  649.3  437.2  
   IS FNLDPF*DR 517.2  544.3  772.4  659.3  447.2  
 ABCC12 MRP9 St FSIAILPFSIK 618.4  591.4  888.6  704.4  817.5  
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   IS FSIAILPF*SIK 623.4  601.4  898.6  714.4  827.5  
 ABCG2 BCRP St SSLLDVLAAR 522.8  644.4  757.5  529.3  430.3  
   IS SSLLDVL*AAR 526.3  651.4  764.5  536.3  437.3  
SLC transporters        
 SLC10A1 NTCP St TLPVFPK 440.7  710.3  260.2  547.3  432.3  
   IS TLPVFP*K 444.2  717.3  267.2  554.3  439.3  
 SLC15A1 PEPT1 St WTLQAIR 401.2  587.4  244.2  215.1  391.2  
   IS WTLQAI*R 404.2  593.4  250.2  215.1  397.2  
 SLC15A2 PEPT2 St LSPSFADLFR 444.3  701.4  600.4  487.3  359.2  
   IS LSPSFADL*FR 447.8  708.4  607.4  494.3  366.2  
 SLC21A2 PGT St SLPASLQR 711.9  541.3  640.3  867.5  966.5  
   IS SLPASL*QR 714.9  547.3  646.3  873.5  972.5  
 SLC21A3 OATP1A2 St FLQGVFGK 601.8  774.4  673.4  559.4  903.5  
   IS FLQGVF*GK 605.3  781.4  680.4  566.4  910.5  
 SLC21A6 OATP1B1 St AFILDLFR 408.3  588.4  388.3  487.3  702.4  
   IS AFILDL*FR 411.8  595.4  395.3  494.3  709.4  
 SLC21A8 OATP1B3 St TWNIR 551.8  526.3  826.4  712.4  989.5  
   IS TWNI*R 556.8  536.3  836.4  722.4  999.5  
 SLC21A9 OATP2B1 St TSLAVLGK 421.8  630.4  517.3  389.3  743.5  
   IS TSLAVL*GK 425.3  637.4  524.3  396.3  750.5  
 SLC21A11 OATP3A1 St NVALLALPR 595.3  675.3  803.4  503.3  916.5  
   IS NVALLAL*PR 597.3  679.3  807.4  507.3  920.5  
 SLC21A12 OATP4A1 St YTASDLFR 575.8  517.3  759.4  402.3  858.5  
   IS YTASDL*FR 578.8  523.3  765.4  408.3  864.5  
 SLC21A14 OATP1C1 St VNTAAVNLVPGDPR 507.3  737.4  622.3  900.4  535.3  
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   IS VNTAAVNLVPGDP*R 512.3  747.4  632.3  910.4  545.3  
 SLC21A15 OATP5A1 St EGLETNADIIK 652.8  272.2  994.5  857.4  744.3  
   IS EGLETNADII*K 655.8  278.2  1000.5  863.4  750.3  
 SLC21A19 OATP6A1 St LNTVGIAK 638.9  745.4  1016.6  858.5  648.4  
   IS LNTVGI*AK 642.4  752.4  1023.6  865.5  655.4  
 SLC21A20 OATP4C1 St IYNSVFFGR 611.3  971.5  516.3  874.5  817.4  
   IS IYNSVFF*GR 613.3  975.5  520.3  878.5  821.4  
 SLC22A1 OCT1 St VLLQTLR 576.8  476.7  768.4  855.4  621.3  
   IS VLLQTL*R 580.3  480.2  775.4  862.4  628.3  
 SLC22A2 OCT2 St SGELQGDEAQR 436.2  336.2  671.4  503.3  574.3  
   IS SGELQGDEA*QR 439.7  339.7  678.4  510.3  581.3  
 SLC22A3 OCT3 St YEVELDAGVR 448.2  635.4  507.3  351.2  748.4  
   IS YEVELDAGV*R 453.2  645.4  517.3  361.2  758.4  
 SLC22A4 OCTN1 St LYDSNVFR 497.8  663.4  550.3  776.5  435.3  
   IS LYDSNVF*R 501.3  670.4  557.3  783.5  442.3  
 SLC22A5 OCTN2 St NPVHLDQNDPR 345.2  402.2  260.1  288.2  588.3  
   IS NPVHLDQNDP*R 348.7  409.2  260.1  295.2  595.3  
 SLC22A6 OAT1 St IFGTIPGPSIFK 394.7  600.4  487.3  317.2  416.3  
   IS IFGTIPGPSI*FK 398.2  607.4  494.3  324.2  423.3  
 SLC22A7 OAT2 St HLPGTAEIQAGK 483.8  753.5  569.4  456.3  682.5  
   IS HLPGTAEIQA*GK 487.3  760.5  576.4  463.3  689.5  
 SLC22A8 OAT3 St LFQPSIQLAR 486.7  708.4  435.3  637.3  809.4  




































































    IS 

































































































































































 γ-GTP γ-GTP St AAVPDAVGK 586.8  784.5  487.3  912.5  687.4  






St NTTGALTTR 414.2  685.4  586.3  489.3  374.2  
     IS NTTGALTTR* 417.2  691.4  592.3  495.3  380.2 
 
The MRM transitions were determined from MS/MS spectra obtained by direct infusion of 1 μM 
peptide solution at a flow rate of 5 μL/min with a syringe pump (Harvard) into the mass 
spectrometer. Typically, doubly charged precursor ions (singly charged for some peptides) were 
selected (Q1). Four transitions per peptide (Q3-1, -2, -3 and -4), corresponding to high-intensity 
fragment ions, were selected. The declustering potentials and collision energies were optimized to 
maximize signal strength. For the internal standard peptides, precursor ions and transitions 
corresponding to those of the standard peptides were selected, with the same declustering potentials 
and collision energies as for the standard peptides. Bold letters with asterisks indicate amino acid 


















気管、気管支及び肺胞上皮の初代培養細胞 はLonza (Basel, Switzerland) 及びScienCell 
(Carlsbad, California) から購入した。これらの細胞は供給元において継代を1度行ってい
る。肺モデル細胞であるA549、Calu-3、BEAS2-B、NCI-H292及びNCI-H441はAmerican 
Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, Virginia)から購入した。これらの細胞は、Nunc 
Delta Surface (Nunc, Roslilde, Denmark) に播種し、10% fetal bovine serum (FBS) 
(Moregate, Bulimba, Australia) を含むDMEM (Lonza, Basel, Switzerland)、EMEM (Lonza, 
Basel, Switzerland)、BEGM (Lonza, Basel, Switzerland)、RPMI1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA) 培地中で、37℃、5% CO2存在下で培養し、2 日ごとに培地交換を行った。各細胞
はphosphate-buffered saline (PBS) で洗浄し、遠心後のペレットを500 μM 
phenylmetylsulfonyl fluoride (PMSF) を含むbuffer A (0.1 M KCl-Phosphatebuffer (pH7.4) 
containing a protease inhibitor cocktail) 溶液で懸濁した。細胞懸濁液を細胞破砕用のチャ
ンバー (Central Scientific Commerce, Tokyo) 内に移し、窒素により800 p.s.i.の圧力をかけ
て15 分間4℃ で静置後、急速な除圧によって細胞を破砕した。 
凍結肺組織はAnalytical Biological Services社 (Wilmington, USA) より購入した。それ
ぞれ約0.2-0.3 gを切り取り、ホモジナイザー (Potter-Elvehjem型) を用いてbuffer A (0.1 M 
KCl-Phosphate buffer (pH7.4) containing a protease inhibitor cocktail) 中で破砕した。 
上記で得られたホモジネートを遠心 (10,800 g , 30 min, 4˚C) した後上清を回収し、さ
らに超遠心 (100,000 x g for 60 min at 4˚C) し沈殿物を得た。この沈殿物をbuffer Aに溶解
した後、さらに超遠心 (100,000 x g for 60 min at 4˚C) し、得られた沈殿物にbuffer B (20 
mM Tris-HCl buffer containing 0.25 M saccharose and 5.4 mM EDTA) を添加し溶解させる
ことでミクロソーム画分を得た。この画分を38%スクロースに層状の重ね、超遠心 


































アミノ酸分析によって濃度を算出した標準ペプチド (1/2, 2/4, 5/10, 10/20, 20/40, 
50/100 fmol) 及び 20/40 fmol の内標準ペプチドを混合し、混合液を LC-MS/MS にイン
ジェクションした。 
測定条件は以下の通りとした。 
Mass spectrometry: QTRAP5500 (AB Sciex, Foster City, USA) 
Nano-LC: Ultimate 3000 (Dyonex, Amsterdam, The Netherlands) 
Trapping column: L column micro, 5 µm particles, 300 µm inner diameter x 5 mm 
length (Chemicals Evaluation and Research Institute, Tokyo, Japan)   
Separation column: L column micro, 3 µm particles, 100 µm inner diameter x 150 mm length 
(Chemicals Evaluation and Research Institute, Tokyo, Japan). 
Mobile phase A: 0.1% formic acid in 5% acetonitrile 
Mobile phase B: 0.1% acetonitrile in 95% acetonitrile 
Ionization: ESI mode 





可溶化液に対しタンパク質重量と同量の dithiothreitol を加え、N2 gas による置換を 
1 分間行い、室温で 1 時間攪拌した。タンパク質重量の 2.5 倍量の iodoacetoamideを
加え、遮光下で 1 時間攪拌を行い、還元アルキル化反応を行った。試料を
methanol-chloroform 沈澱法によって濃縮し、再溶解後 (1.5 M Urea, 0.1 M Tris-HCl (pH 
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8.0))、trypsin (Sequence grade modified trypsin, Promega) を加え37ºC で 16 時間インキュ
ベートした。Trypsin 消化産物に内標準ペプチド 20 fmol を混合し、LC-MS/MS にイン
ジェクションした。得られた標準ペプチド及び内標準ペプチドのピークを検出し、作成
した検量線からタンパク質発現量を算出した。 
定量限界 (LQ, fmol/μg protein) は、肺組織及び肺上皮細胞のマトリックス存在下にお
いてピーク面積が 5,000 になる時のタンパク質発現量として算出した。検量線は計算式
1 で得られる。式 2 を用いて 5,000 になる時のピーク面積に相当するタンパク質発現量 
(ATarget eq 5000) を算出する。さらに、式 3 によって、ATarget eq 5000を肺組織及び肺上皮細胞
における総タンパク質量(Alung)で割ることによって LQ を求めた。  
PASt in Authentic / PAIS in Authentic = Slope × ASt in Authentic + Intercept    式 1 
ATarget eq 5000 = (5000 counts / PAIS in Lung – Intercept) / Slope   式 2 
LQ = ATarget eq 5000 / Alung                                   式 3                      
  
where PASt in Authentic and PAIS in Authentic are the peak areas (counts) of standard peptide and internal 
standard peptide in authentic samples, respectively, and ASt in Authentic is the amount (fmol) of 





















存性)。その後、Krebs-Ringer Buffer (pH7.4) で2回洗浄し、1% (w/v) Triton-X100で細胞を
溶解した。 
細胞溶解後のサンプルはFLUO star Galaxy ( BMG Labtech, Offenburg, Germany)を用い
て485/590 nm (excitation /emission) でその蛍光強度を評価した。 
本研究で用いたKrebs-Ringer Buffer (pH7.4) の組成は、15 mM HEPES、116.4 mM NaCl、




v = Vmax (S) / [Km + (S)] 
(S): ASP+ concentration 
 
CDF排出実験 
蛍光基質CDF (5,6-carboxy-2-7’-dichlorofluorescein) を最終濃度として60 µMになるよ
うに単層膜を形成している細胞に添加し、37℃で120分間インキュベートした。その後、
Tris-Sucrose Buffer (pH7.4) で2回洗浄し、37℃で1及び3時間インキュベートした。また、
MK571を最終濃度として20 µMになるように添加したものをcontrolとした。1及び3時間




細胞溶解後のサンプルはFLUO star Galaxy ( BMG Labtech, Offenburg, Germany)を用い
て485/520 nm (excitation /emission) でその蛍光強度を評価した。 
本研究で用いたTris-Sucrose Buffer (pH7.4) の組成は、50 mM Tris、250 mM Sucroseを
含むものである。 
以下の式よりratio of control を算出した。 
Ratio of control = FI in the absence of MK571/ FI in the presence of MK571 
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